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酵母 水 解 物 对 大 口 黑钱 生长 性 能 、 血 浆 生 化 指标 以 及 肝脏 组 织 健康 的 影响 
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香 苑 生物 科技 发 展 股份 有 限 公司 ， 珠 海 519000) 

摘 要 : 本 试验 由 在 研究 饲料 中 添加 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 生 长 性 能 、 血浆 生化 指标 以 及 肝 
脏 组 织 健康 的 影响 。 试 验 将 160 尾 初始 体重 为 〈28.50+0.01) g 的 大 口 黑 鲈 随机 分 为 2 组 ， 
分 别 饲 喂 在 基础 饲料 中 添加 0 CYHO 组 ， 作 为 对 照 组 ) 和 5 gkg CYHS 组 ) 酵母 水 解 物 的 饲 
料 。 每 组 设置 4 个 重复 , 每 个 重复 20 尾 鱼 , 养殖 周期 为 10 周 。 结果 显示 : 饲料 中 添加 5 g/kg 
的 酵母 水 解 物 能 显著 提高 大 口 黑 鲈 的 蛋白 质 沉 积 率 CP<0.05)， 但 对 其 他 生长 性 能 指标 没有 
产生 显著 影响 (P>0.05)。YH5 组 血浆 中 碱 性 磷酸 酶 (AKP ) 活性 显著 高 于 YHO 组 (P<0.05), 
饲料 中 添加 5 g/kg 的 酵母 水 解 物 对 其 他 血浆 生化 指标 未 产生 显著 影响 (P>0.05)。 针 对 大 口 


O 黑 钙 肝脏 炎症 和 凋 亡 因子 相关 基因 相对 表达 量 的 分 析 表 明 ，YH5 组 肝脏 中 转化 生长 因子 -B1 
Q (TGF-B1) 基因 的 相对 表达 量 较 YHO 组 有 下 调 的 趋势 CP>0.05)， 肝 脏 中 wo- 平滑 肌 肌 动 蛋白 
= Ca-SMA). PAIERA T-a (TNF-a) 和 半 胱 天 冬 酶 (caspase) 家 族 基 因 的 相对 表达 量 各 组 间 


没有 显著 差异 〈P>0.05)。 在 YHO 组 鱼 体 肝脏 组 织 发 现 脂 肪 浸润 以 及 纤维 化 表 型 ， 在 纤维 化 
组 织 中 显示 较 多 的 激活 态 半 胱 天 冬 酶 3 信号 , 说 明 该 表 型 下 细胞 凋 亡 严重 程度 高 于 脂肪 肝 和 
正常 肝脏 ，YH5 组 鱼 体 肝脏 组 织 未 见 纤维 化 表 型 。 由 此 表明 ， 饲 料 中 添加 5 g/kg 的 酵母 水 
解 物 可 促进 大 口 黑 鲈鱼 体 蛋 白质 沉积 ， 降 低 肝脏 细胞 纤维 化 的 风险 。 
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KAORE (Micropterus salmoides), XZ INI, REMEH CPerciforme), ABH AF 
CCeutrarchidac)， 黑 鲈 属 (Micropterws)。 由 于 其 具有 生长 快 、 病 害 少 、 耐 低温 、 味 道 鲜美 、 
营养 丰富 等 优点 ， 己 成 为 我 国 养 殖 业 中 主要 淡水 鱼 品种 之 一 岂 。 投 喂 人 工 配合 饲料 常 引起 大 
口 黑 鲈 出 现 不 同 程度 的 肝脏 疾病 和 厌食 ,从 而 导致 生长 性 能 的 降低 ， 目 前 大 口 黑 鲈 养 殖 中 仍 
依赖 冰 鲜 小 杂 鱼 叫 。 大 口 黑 鲈 的 肝脏 疾病 已 经 成 为 限制 其 投 喂 人 工 配合 饲料 的 重要 因素 之 一 ， 
诱发 大 口 黑 钙 肝脏 疾病 的 主要 原因 可 能 是 氧化 应 激 申 、 饲 料 中 高 水 平 的 可 消化 碳水 化 合 物 
(>19%) 由 和 霉菌 毒素 等 回 。 由 于 鱼 类 对 糖 的 利用 率 较 低 ， 高 糖 饲料 会 引起 肝 糖 原 储 积 过 剩 
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和 持久 的 高 血糖 犁 。 已 有 研究 表明 高 糖 会 引起 鱼 体 肝脏 的 病变 中 。 

酵母 水 解 物 〈Yeast hydrolysate, YH) 是 以 新 鲜 啤酒 酵母 为 原料 ， 采 用 现代 生物 工程 技 
AR, 经 除 杂 、 自 溶 、 酶 解 、 喷 雾 干燥 等 工艺 精制 而 成 的 ， 其 富 含 核酸 、 小 肽 、 细 胞 壁 多 糖 〈 免 
疫 多 糖 )、 游 离 氨 基 酸 及 丰富 的 B 族 维生素 。 氨 基 酸 和 小 肽 易于 消化 吸收 ， 在 动物 蛋白 质 营 
养 中 优势 显著 ， 因 此 酵母 水 解 物 是 一 种 理想 的 功能 性 蛋白 质 源 加。 本 试验 通过 在 基础 饲料 中 
添加 5 g/kg 酵母 水 解 物 ， 以 生长 性 能 、 蛋 白质 沉积 率 、 血 浆 生 化 指标 、 肝 脏 组 织 学 病理 及 相 
关 基 因 表 达 量 的 分 析 为 依据 ， 研 究 酵 母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 肝脏 组 织 健康 的 影响 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 鱼 
试验 用 水 产 训 动物 为 大 口 黑 钙 ， 于 2016 年 5 月 购 自 佛山 市 三 水 白金 水 产 种 苗 有 限 公司 。 


试验 正式 开始 前 ， 试 验 鱼 在 养殖 系统 中 和 暂 养 ] 周 ， 暂 养 期 间 投 喂 暂 养 饲料 。 
1.2 试验 饲料 

采用 低 鱼粉 基础 饲料 (目前 商用 大 口 黑 钙 饲料 中 鱼粉 使 用 量 超过 40%) 作为 对 照 ， 在 
此 基础 上 添加 5 g/kg 的 酵母 水 解 物 (由 珠海 天 香 苑 生物 科技 发 展 股份 有 限 公 司 提供 ) 配制 试 
验 饲料 ， 将 2 种 饲料 分 别 命名 为 YHOO 和 YH5。 物 料 经 超 微 粉碎 ， 均 匀 混 合 后 ， 使 用 双 螺 杆 
挤 压 膨化 机 《〈 洋 工 机 械 TSE65 ) 挤 压 膨化 ， 制 成 颗粒 饲料 ， 自 然 蚊 干 后 于 -20 人 储存 备用 。 
试验 饲料 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 

表 1 试验 饲料 组 成 水 平 及 营养 水 平 


Table ] Composition and nutrient levels of experimental diets 


项 目 Items 饲料 Diets 


YHO YHS 


原料 (风干 基础 ) Ingredients (air-dry basis ) 


© 鱼粉 Fish meal 25.3 25.3 
大 豆 浓 缩 蛋白 Soybean protein concentrated 23.0 23.0 
木 莫 淀粉 Tapioca flour 2.0 2.0 
豆粕 Soybean meal 14.0 14.0 
面粉 Wheat flour 15.0 15.0 
AMA Wheat gluten 5.0 5.0 
微 晶 纤维 素 Microcrystalline cellulose 3.6 3.1 
预 混 料 Premix” 1.0 1.0 
磷酸 二 氧 钙 Ca(H2PO4)2 1.6 1.6 


i 
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氧化 胆 碱 Choline chloride (50%) 0.4 0.4 
酵母 水 解 物 Yeast hydrolysate”) 0.5 
磷脂 油 Phospholipid 2.0 2.0 
鱼油 Fish oil 7.0 7.0 
合计 Total 100.0 100.0 


营养 水 平 Nutrient levels?’ 


干 物质 Dry matter 91.3 90.9 
粗 蛋 白质 Crude protein 46.1 46.5 
总 能 Gross energy/(MJ/kg) 20.5 20.6 
粗 脂 肪 Crude lipid 12.1 11.9 
粗 灰 分 Ash 8.15 8.32 


D 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 Vitamin premix provided the following per kg of diets: VA 20 mg, VB; 10 mg, VB; 15 
mg, VBol5mg, VBi8mg, VE400mg, VK320mg, VD3 10 mg， 烟 酸 胺 niacinaminde 100 mg， 维 生 素 
C 磷酸 酯 钙 VC phosphate calcium (35%) 1 000 mg， 肌 醇 inositol 200 mg， 泛 酸 钙 calcium pantothenate 40 
mg， 生 物 素 biotin 2 mg， 叶 酸 folic acid 10 mg， 玉 米 蛋 白粉 corn gluten meal 150 mg，CuSO4.SH2O 10 mg, 
FeSOa:H2O 300 mg, ZnSO+ H20 200 mg, MnSO+ H20 100 mg, KIO; 80 mg, NazSeO3 10 mg, CoCl2-6H20 5 
mg, NaCl 100 mg， 沸 石粉 zeolite 695 mg. 

3 酵母 水 解 物 主要 营养 成 分 如 下 The main nutrients of yeast hydrolysate as follows: 粗 蛋 白质 crude protein 
46.8%， 氨 基 酸 amino acids (16 种 16 kinds) 40.6%，B- 葡 聚 糖 B-glucan 17.8%, Hse RHE mannan 10.5%， 核 
酸 nucleic acid 2.01% (数据 来 源 于 中 国 广州 分 析 测 试 中心 Data from China National Analytical Center, 


ry 


Guangzhou) 
3) 营养 水 平均 为 测定 值 , 除 干 物质 为 风干 基础 外 , 其 他 均 为 干 物质 基础 。 Nutrent levels were measured values, 
and dry matter based in air-dry, while the other based on dry matter. 


1.3 ”分 组 及 饲养 管理 

试验 在 国家 水 产 饲料 安全 评价 基地 《北京 ,南口 ) 室内 循环 流水 养殖 系统 中 进行 。 随 机 
挑选 体质 健康 、 个 体 均匀 的 大 口 黑 鲈 [平均 初始 体重 为 (28.50+0.01) g], 分 配 到 容积 为 0.26 
m? 的 圆锥 形 养殖 桶 中 。 本 试验 设计 2 个 组 , 分 别 投 喂 饲 料 YHO 和 YH5, 每 组 包含 4 个 桶 ( 重 
复 ) ， 每 桶 养殖 20 尾 鱼 。 试 验 周 期 10 周 。 每 天 表 观 饱 食 投 喂 2 次 ， 投 喂 时 间 分 别 为 08:00 
和 16:00。 定 期 检测 水 质 ， 水 质 条 件 保 持 在 溶 氧 DO) 浓度 >7.0 mg/L, WAZ NH-N) 
浓度 <0.3 mg/L，pH=7.5~8.5， 水 温 (2341) ‘Co 

10 周 生 长 试验 结束 后 ， 禁 食 24 hp， 然 后 分 别 对 各 桶 鱼 称 重 并 统计 摄食 量 、 存 活 数 ， 用 
于 计算 生长 指标 。 每 桶 随机 取 4 尾 鱼 ,测量 体 长 、 体 重 、 内 脏 重 、 肝 脏 重 ,用 于 计算 形体 指 
标 。 每 桶 随机 取 6 尾 鱼 , 三 氧 权 丁 醇 麻 醉 后 尾 静 脉 取 血 , 采用 氟 化 钠 草 酸 钾 抗 凝 剂 , 在 4 Ch 
4 000 r/min 的 条 件 下 离心 10 min， 取 上 层 血 浆 保 存 于 -80 'C 冰 箱 中 待 测 。 


1.4 指标 测定 


A 
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1.4.1 生长 指标 
各 指标 计算 公式 如 下 : 
存活 率 (survival rate, SR,%) =100xNyNo; 


E28 (weight gain rate, WGR,%) =100x(Wi-WotWa)/Wo; 


TE 
[fnil 


特定 生长 率 (specific growth rate, SGR,%/d)=100x(1n Wo-In W:)/t; 


饲料 系数 (feed conversion ratio, FCR) =C/ (WWa-Wo); 


摄食 率 (feeding rate, FR,%) =100xC/{[ (WotW+Wa) /21/t}; 


蛋白 质 沉 积 率 (protein deposition rate, PDR,%)=100x (Wx Wip-Wox Wop)/ (W Wip) 0 

式 中 : No 为 初始 鱼 数量 〈 尾 ); Ni 为 终 末 鱼 数量 ( 尾 ); 了 现 为 初始 鱼 体 总 重 (g); WNZ 
末 鱼 体 总 重 (g); Wi 为 死亡 鱼 体 总 重 (g); C 为 摄食 量 (g); Wp HAREE AEA EA); 
Wop 为 初始 全 鱼 粗 蛋白 质 含 量 (%); Wt 为 饲料 投 喂 量 (g]; Wp 为 饲料 粗 蛋 白质 含量 (%); 1 为 
试验 天 数 (d)。 
1.4.2 形体 指标 
各 指标 计算 公式 如 下 : 
肥 满 度 (condition factor, CF, g/cm?) = 平均 体重 /平均 体 长 3; 
肝 体 比 (hepatosomatic index, HSI, %) =100x 肝 脏 重 /体重 ; 


Wh 


脏 体 比 (viscerasomatic index, VSI, %) =100x 内 脏 重 / 体 习 
1.4.3 常规 营养 成 分 
饲料 中 的 水 分 、 粗 灰分 、 粗 和 蛋白质、 粗 脂肪 和 总 能 分 别 采用 105 'C 常 压 干燥 法 (GB/T 
6435-2006) 、550 ‘CEI (GB/T 6438-2007) 、 凯 氏 定 氮 法 (GB/T 6432-1994) 、 全 脂肪 
测定 法 (GB/T 6433-2006) 和 氧 弹 仪 燃烧 法 测定 。 

1.4.4 血浆 生化 指标 

浆 中 总 胆固醇 (total cholesterol, TC)、 甘 油 三 酯 (triglyceride, TG). #2] ## (glucose, 
GLU)、 总 胆汁 酸 (total bile acid, TBA), PE (malondiadehyde, MDA) 含量 及 碱 性 磷 


酸 酶 (alkaline phosphatase, AKP), AANZA (alanine transaminase，ALT)、 谷 草 转 氨 酶 
(aspartate transaminase, AST) 活性 均 按照 试剂 盒 说 明 书 测定 ， 所 用 试剂 盒 均 购 自 南京 建成 
生物 工程 研究 所 。 
1.4.5 肝脏 组 织 切片 

每 个 组 随机 取 16 Æt, 解剖 取 0.5 cmx0.5 cmx0.5 cm 大 小 的 肝脏 组 织 ， 放 入 4% 多 聚 甲 
醛 溶液 中 国定 24 h。 经 脱水 、 透 明 后 ,石蜡 包 埋 组 织 ， 切片 厚 度 7 num。 之 后 ， 肝 脏 组 织 切 
片 采取 3 种 染色 方式 进行 染色 ， 包 括 苏 木 精 - 伊 红 染色 、 天 狼 星 红 胶原 纤维 特异 性 染色 及 激 
活 态 半 胱 天 冬 酶 免疫 荧光 染色 ， 绿 色 荧光 (Alexa Flour 488， 山 羊 抗 免 ) 显示 凋 亡 细胞 ， 核 
染色 采用 DAPI 荧光 染料 。 以 共 焦 显微镜 (Leica DM2500, Leica) 进行 观察 拍照 。 
1.4.6 肝脏 炎症 和 凋 亡 因子 相关 基因 mRNA 提取 、 反 转录 和 表达 量 的 分 析 


人 


用 miRNasy Mini Kit 试剂 盒 (TaKaRa) 提 取 肝 脏 的 总 RNA。 取 1 pL RNA, 采用 超 微量 蛋 


操作 。 


白 分 析 仪 CNanodrop2000, Thermo) 检测 光 密 度 (OD) 值 ， 确 保 OD260/0D280 在 1.9~2.1 


之 间 并 记录 RNA 浓度 。 反 转录 采用 Prime Script RT Reagent Kit (Bio-Rad) 试剂 使 ， 于 冰 上 


荧光 定量 PCR 反应 程序 : 95 °C 30s; 95 C 5s， 退 火 温度 (TM) (每 个 引物 退火 温度 


如 表 2 所 示 ) 20s, 72 C 40s，35 个 循环 (CFX96TM Real-Time System, Bio-Rad). J6 


定量 PCR 反应 体系 如 下 : SYBR® Premix Ex Taq™ II 12.5 uL, PCR Forward Primer (10 


umol/L) 1.0 uL, PCR Reverse Primer (10 pmol/L) 1.0 uL, RT RMW (CDNA 溶液 ) 2.0 uL, 


DVR EARTH (dH20) Æ 25 pL. 
将 待 测 cpDNA 样品 进行 4 倍 梯度 稀释 。 


表 2 大 口 黑 鲈 肝脏 炎症 和 凋 亡 


采用 2… ct 法 计算 目标 基 


因 的 相对 表达 量 。 


加 


因子 相关 基因 的 欧 光 定量 PCR 引物 


Table 2 Primer sequences for real-time quantitative PCR of inflammatory and apoptosis factor 


related genes in liver of largemouth bass 


hE K 引物 序列 目的 片段 E È 退火 温度 

Genes Primer sequence (5' -3' ) Target size/bp E-value/% TM/"C 

延长 因子 F: TGCTGCTGGTGTTGGTGAGTT an ‘a a 

l-a EFl-a R:TTCTGGCTGTAAGGGGGCTC l 

肿瘤 坏死 F:CTTCGTCTACAGCCAGGCATCG 

因子 -a 161 106 63.0 
R:TTTGGCACACCGACCTCACC 

TNF-a 

转化 生长 ” F:GCTCAAAGAGAGCGAGGATG 

因子 -B1 118 104 59.0 
R:TCCTCTACCATTCGCAATCC 

TGF-ß1 

o- 平 滑 肌 F:ACGTGTGACTCGGTGTCGTA 

肌 动 蛋 122 103 59.6 
R:AACCCGGCCTTACACAGAC 

a-SMA 

ŽERA  F:GCTTCATTCGTCTGTGTTC 

酶 3 98.0 94.5 54.0 
R:CGAAAAAGTGATGTGAGGTA 

Caspase 3 

半 胱 天 冬  F:GAGACAGACAGCAGACAACCA 

酶 8 195 103 56.0 
R:TTCCATTTCAGCAAACACATC 

Caspase 8 

ŽERA%  F:CTGGAATGCCTTCAGGAGACGGG 

酶 9 125 102 66.0 
R:GGGAGGGGCAAGACAACAGGGTG 

Caspase 9 

半 胱 天 冬 F:CAAACCACTCACAGCGTCTACAT 

酶 10 146 100 56.0 
R:TGGTTGGTTGAGGACAGAGAGGG 

Caspase 10 


1.5 数据 统计 分 析 


所 


试验 数据 以 平均 值 + 标准 误 (mean+SE) 的 形式 呈现 ， 数 据 分 析 使 用 软件 SPSS 20.0 
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2.1 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 生长 性 能 的 影响 


进行 独立 样本 1 检验 〈independent-sample ttest)， 以 P<0.05 为 差异 显著 性 


判断 标准 。 


酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 生长 性 能 的 影响 见 表 3。 结 果 显示 ， 除 YHS 组 的 蛋白 质 沉 积 率 


表 3 ”酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 生长 性 


Table 3 Effects of yeast hydrolysate on growth performance of largemouth bass 


能 的 影响 


组 别 Groups 


项 目 Items 
YHO YH5 

存活 率 SR/% 98.80+1.25 100.00+0.00 
增 重 率 WGR/% 171.00+11.60 161.00+7.45 
特定 生长 率 SGR/ (%/d) 1.43+0.06 1.37+0.04 
饲料 系数 FCR 0.83+0.01 0.80+0.01 
摄食 率 FR/% 1.07+0.05 1.02+0.02 
蛋白 质 沉积 率 PDR/% 48.0+0.22° 54.342.16° 
肥 满 度 CF/(g/cm3) 1.58+0.03 1.5440.04 
脏 体 比 VSI% 6.75+0.13 6.45+0.18 
肝 体 比 HSI% 1.93+0.11 1.62+0.18 


显著 高 于 YHO 组 (P<0.05) 外 ， 大 口 黑 钙 的 其 他 生长 性 各 组 之 间 均 无 显著 差异 (P>0.05)。 


同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 下 表 同 。 


In the same row, values with no or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


2.2 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 钙 血浆 生化 指标 的 影响 


酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 血 浆 生 化 指标 的 影响 见 表 4。 结 果 显 示 ， 血 浆 中 TG TC, GLU, 


MDA, TBA 含量 ，AST 和 ALT 活性 各 组 之 间 均 无 显著 差异 (P>0.05)。YHS5 组 血浆 


活性 显著 高 于 YHO 组 (P<0.05)。 


表 4 ”酵母 水 解 物 对 大 口 黑 钙 血浆 生化 指标 的 影响 


AKP 


Table 4 Effects of yeast hydrolysate on plasma biochemical indices of largemouth bass 


组 别 Groups 


2 #4 ğü 


项 目 Items 


YHO YHS 


Reference 


range [9-12] 


mm 
att 


脂肪 代谢 指标 Lipid metabolism indices 


201812.00350v1 


a 
a 


inaXiv 


C 
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HE 油 三 i 

4.03 
TG/(mmol/L) 
总 胆 固 ” E 

4.10: 


TC/(mmol/L) 


抗 氧 化 指标 Antioxidant index 


Al = 醛 


17.14 


MDA/(nmol/mL) 


葡萄 糖 ~ GLU/(mmol/L) 2.114 


0.56 


+0.23 


糖 代 谢 指标 Glucose metabolism index 


0.30 


0.9 


3.08+40.62 


4.0340.33 


2.20+0.30 


19.3+0.8 


胆汁 淤积 生物 性 标志 物 Cholestasis biomarkers 


总 胆汁 酸 TBA/( } 
13.8 土 
mol/L) 
碱 性 磷 R 酶 
349.0 


AKP/(U/L) 


1.23 


+13.4° 


肝 功 能 指标 Liver function indices 


谷 丙 转氨酶 ALT/(U/L) 1.604 


谷 草 R A i 


9.45+ 


AST/(U/L) 


0.37 


2.35 


16.6+1.05 


406.0£18.5° 


2.49+0.69 


7.09+3.30 


2.02~4.14 


1.64~5.81 


2.06~3.59 


0~14.7 


0~13.3 


2.3 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 钙 肝 脏 组 织 结构 及 炎症 和 凋 


肝脏 组 织 世 


损伤 ， 主 要 表 型 为 正常 
组 有 1 尾 显示 严重 纤维 化 、7 尾 具 有 脂肪 肝 表 型 、 


刀片 表 型 统计 结果 见 表 5。 


7 尾 显示 脂肪 肝 ， 其 余 9 尾 均 正 常 。 
3 组 肝脏 大 口 黑 鲈 肝脏 组 织 切 片 见 图 1。 


死 ， 脂 肪 肝 样 
纤维 化 样本 中 
号 较 低 。 


在 纤维 化 


品 表 现 大 量 空 泡 化 细胞 ， 核 消失 或 移 位 。 天 狼 星 
工 色 的 胶原 信号 ,说 明 均 为 纤维 化 组 织 。 
日 织 中 显示 较 高 的 激活 态 半 胱 天 冬 栈 


BY WK Ee 


me 


胞 凋 亡 严重 高 


(图 2) 显示 ， 


亡 因 子 相关 基因 表达 的 影响 


每 组 有 16 个 样本 量 ， 各 组 肝脏 均 出 现 不 同 程度 的 


肝脏 、 脂 肪 肝 〈 空 泡 化 细胞 ) 和 纤维 


正常 样本 8 尾 。 


化 肝脏 。 


统计 结果 显示 ，YH0O 
YH5 组 未 见 纤维 化 样本 ， 


染色 结果 可 见 纤维 化 肝脏 中 大 面积 组 织 坏 


红 胶 原 纤 维特 异性 染色 结果 在 
正常 和 脂肪 肝 样 本 
3(caspase 3) 信 号 ， 说 明 该 表 型 下 细 
于 脂肪 肝 和 正常 肝脏 。 大 口 黑 鲈 肝脏 炎症 和 凋 亡 因子 相关 基因 相对 表达 量 结果 

45 YHO 组 相 比 ，YH5 组 肝脏 中 转化 生长 因子 -B1 
量 有 下 调 的 趋势 CP>0.05)， 肝 脏 中 o- 平 滑 肌 肌 动 蛋 白 〈co-SM4 )、 


胶 原 信 


(TGF-B1) 基因 的 相对 表达 
肿瘤 坏死 因子 -a (TNF-a) 


和 半 胱 天 冬 酶 (caspase) 家 族 基 因 的 相对 表达 量 各 组 间 没 有 显著 差异 〈P>0.05 )。 
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表 5 大 


黑 鲈 肝脏 组 织 切片 表 型 统计 


Table 5 Phenotypic statistics of histological sections of liver for largemouth bass 


组 别 Groups 
表 型 Phenotype 


YHO YH5 
纤维 化 肝脏 Hepatic fibrosis ( I ) 1 0 
脂肪 肝 Fatty liver (II) 7 7 
正常 肝脏 Normal liver (IID) 8 9 
3 论 
3.1 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 生长 性 能 的 影响 
本 研究 显示 ， 在 饲料 中 添加 5 g/kg 的 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 的 成 活 率 和 增 重 率 的 影响 


无 显著 影响 , 但 会 显著 提高 鱼 体 的 蛋白 质 沉积 率 。Oliva-Teles 等 9 研究 了 啤酒 酵母 水 解 物 在 
‘ji (Dicentrarchus labrax) 饲料 中 部 分 替代 鱼粉 对 鱼 体 生长 的 影响 ， 结 果 表 明 ， 用 30% 的 
啤酒 酵母 水 解 物 蔡 代 鱼粉 可 以 提高 饲料 效率 及 鱼 体 蛋 白质 沉积 率 ， 用 50% 的 啤酒 酵母 水 解 
= 物 蔡 代 鱼 粉 对 幼 鲈 的 生长 没有 负面 影响 。Rumsey SUEN (Oncorhynchus mykiss) 上 的 
N 研究 发 现 ， 随 着 酵母 提取 物 添加 量 的 增加 ， 鱼 体 氨 沉 积 率 也 随 之 增加 。 这 表明 ， 添 加 一 定量 
的 酵母 水 解 物 有 提高 鱼 体 蛋 白质 沉积 的 作用 。 这 可 能 是 由 于 酵母 水 解 物 富 含 氨基 酸 和 小 肽 ， 
些 研究 表 明 添 加 小 肽 之 后 会 显著 提高 鱼 体 蛋 和 白质 保留 效率 bs49。 鱼 类 饲料 中 的 蛋白 质 不 仅 
为 氮 沉 积 和 利用 提供 氨基 酸 的 来 源 , 而 且 蛋 白质 中 所 含 的 小 及 可 以 在 消化 道中 随 着 消化 过 程 
而 释放 ,其 中 具有 生物 活性 的 小 肽 可 影响 鱼 关 消 化 吸收 和 血液 循环 ,从 而 影响 机 体 对 氨基 酸 
的 吸收 与 利用 657。 本 试验 所 用 的 酵母 水 解 物 含有 较 高 水 平 的 氨基 酸 40.6%)、B- 葡 聚 糖 


ae 


(17.8%) 和 甘露 聚 糖 (10.5%)， 有 研究 表明 在 饲料 中 补充 氨基 酸 可 以 提高 大 口 黑 钙 全 鱼 重 
© 白质 含量 081。 葡 聚 糖 、 甘 露 聚 糖 和 核 苷 酸 均 可 以 通过 改善 肠 道 微 生物 组 成 和 组 织 结构 ， 促 


进 营 养 素 吸收 ， 提 高 鱼 体 免疫 能 力 及 生长 性 能 520， 从 而 影响 鱼 体 对 蛋白 质 的 代谢 。 不 同 醇 
母 水 解 物 所 含 的 有 效 成 分 有 一 定 差别 , 除 必需 氨基 酸 外 , 酵母 水 解 物 的 功能 性 物质 主要 为 甘 
露 肾 糖 、 葡 聚 糖 和 核 苷 酸 等 益生 物质 。Yu 等 t9] 确 定 花 鲈 饲料 中 酵母 细胞 壁 最 适 添加 量 为 500 
mg/kg， 其 主要 功能 性 成 分 葡 聚 糖 和 甘露 聚 糖 的 有 效 含量 分 别 为 140 和 120 mg/kg。 本 试验 

中 ，5 g/kg 的 酵母 水 解 物 中 主要 功能 性 成 分 B- 葡 聚 糖 和 甘露 聚 糖 含量 达到 890 和 525 mg/kg, 
因此 酵母 类 产品 在 鱼 类 饲料 中 应 用 的 过 程 中 有 效 成 分 的 含量 是 指导 合理 使 用 的 前 提 。 

3.2 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 血浆 生化 指标 的 影响 

液 生 化 指标 的 检测 为 鱼 类 营养 水 平 、 机 体 代谢 及 疾病 诊断 提供 重要 信息 , 是 衡量 鱼 类 
健康 状况 的 重要 参考 依据 R14。 本 研究 显示 , AARO R MKE TG TC, GLU 含量 和 AST 
活性 均 没 有 显著 差异 ， 且 均 在 参考 范围 内 。TC 和 TG 是 血液 脂肪 的 组 成 成 分 ， 反 映 体 内 胆 
固 醇 以 及 饲料 中 脂 类 在 动物 体 中 吸收 与 代谢 状况 。 本 试验 结果 表明 , 血浆 中 TC、TG 和 GLU 


wr 


含量 均 无 显著 差异 ,表明 饲料 中 添加 5 g/kg 的 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 脂肪 代谢 和 糖 代 谢 均 没 
产生 显著 影响 。MDA 作为 脂 类 物质 氧化 应 激 的 最 终 产 物 ， 可 以 衡量 机 体内 活性 氧 的 水 平 
和 氧化 应 激 的 程度 P23, 已 有 研究 用 MDA 来 反映 机 体 受 氧化 损伤 的 程度 33。 本 研究 结果 显 
示 ， 血 浆 中 MDA 含量 各 组 之 间 没 有 显著 差异 ， 表 明 在 饲料 中 添加 5 g/kg 的 酵母 水 解 物 对 大 
口 黑 鲈 并 没有 造成 氧化 性 损伤 。 
KE TBA 含量 和 AKP 活性 共同 升 高 是 胆汁 淤积 的 重要 指标 ， 本 研究 中 各 组 血浆 中 
TBA 含量 没有 显著 差异 ， 血 浆 中 AKP 活性 单独 升 高 可 能 与 梗阻 性 黄 冲 有 关 P5。 正 常生 理 条 
件 下 血浆 中 ALT 和 AST 活性 很 低 ， 当 动物 肝 细 胞 受 损 时 其 活性 会 显著 升 高 ， 升 高 程度 与 肝 
细胞 受 损 程度 相 一 致 251, 血浆 中 ALT 和 AST 活性 的 升 高 可 以 作为 肝 损 害 和 慢性 肝炎 的 指标 
L2627]。 本 研究 显示 ,血浆 中 TBA 含量 以 及 ALT 和 AST 活性 各 组 之 间 均 没有 显著 差异 ，YH5 
组 血浆 中 AKP 活性 虽然 显著 高 于 对 照 组 ， 但 并 未 见 其 他 胆汁 酸 代谢 障碍 的 指标 异常 ， 饲 料 
中 添加 5 g/kg 酵母 水 解 物 是 否 会 引起 胆汁 淤积 证 尚 需 进一步 研究 。 
3.3 酵母 水 解 物 对 大 口 黑 鲈 肝脏 组 织 结构 的 影 

本 研究 针对 大 口 黑 铺 肝脏 进行 了 病理 学 分 析 ， 从 大 口 黑 钙 的 肝脏 组 织 切 片 可 以 看 出 , 各 
组 的 肝脏 均 出 现 了 不 同 程 度 的 损伤 , 对 照 组 出 现 1 尾 肝 脏 纤维 化 。 各 组 肝脏 均 出 现 损 伤 的 原 
因 可 能 与 饲料 中 含有 相对 较 高 水 平 的 碳水 化 合 物 有 关 。 徐 祥 泰 等 e3] 报 道 ， 饲 料 中 淀粉 含量 
高 于 10% 即 有 可 能 导致 大 口 黑 鲁 肝脏 病变 。 谭 肖 英 等 9] 报道 ,大 口 黑 钙 饲料 中 含有 15%~23% 
的 碳水 化 合 物 主要 影响 大 口 黑钱 内脏 器 官 的 相对 质量 及 肝脏 的 营养 成 分 组 成 。 
通常 认为 组 织 的 纤维 化 是 由 于 正常 伤口 愈合 失败 所 导致 的 eg0。 组 织 受 损 后 ， 需 要 形成 
新 的 结缔 组 织 ， 在 此 过 程 中 需要 成 纤维 细胞 的 活化 、 增 殖 并 迁移 到 伤口 处 B19。 处 于 损伤 处 
的 成 纤维 细胞 是 由 特定 的 肌 成 纤维 细胞 形成 的 ， 而 肌 成 纤维 细胞 在 a-SMA 中 高 表达 ， 成 纤 
维 细胞 可 以 使 损伤 处 愈合 , 肌 成 纤维 细胞 存在 于 纤维 化 病变 过 程 中 , 会 导致 组 织 的 纤维 化 B59。 
此 外 ,组 织 的 损伤 愈合 是 在 一 系列 促 纤 维 化 细胞 因子 与 抗 纤维 化 细胞 因子 相互 作用 下 完成 的 ， 
主要 包括 转化 生长 因子 -BITGF- 和 和 TNF-o 等 6]。 在 组 织 损伤 愈合 的 过 程 中 促 炎 因子 TNF-a 
在 巨 哈 细 胞 中 表达 B33。 肝 癌 患 者 的 肝 组 织 中 TNF-a 阳 性 细胞 数量 增加 ， 预 示 着 TNF-a 可 能 
会 促进 肝脏 的 纤维 化 69。 肝 脏 的 纤维 化 是 由 一 系列 刺激 引起 的 慢性 炎症 反应 的 结果 ， 包 括 
持续 性 感染 、 自 身 免疫 反应 、 化 学 损伤 、 组 织 损伤 和 氧化 应 激 ， 其 中 氧化 应 激 会 提高 线粒体 
通 透 性 并 促进 肝 细 胞 损伤 和 肝脏 纤维 化 B53。 此 外 ，TNF-a 可 以 导致 肝 细 胞 凋 亡 并 引起 肝 细 胞 
损伤 或 肝脏 癌症 59。TGF-B1 可 以 抑制 多 种 类 型 细胞 的 生长 与 分 化 ， 调 节 免 疫 和 炎症 反应 ， 
调节 伤口 愈合 339。TGF-B1 抑制 促 炎 反应 ， 被 认为 是 一 种 抗 炎 因 子 B3。 有 研究 表明 TGF-B1 
的 下 调 抑制 肝脏 干细胞 的 活化 和 肝脏 纤维 化 的 发 展 B9。 

caspase 家 族 是 通过 调节 细胞 凋 亡 和 炎症 反应 来 维持 体内 平衡 的 重要 基因 家 族 ， 其 中 调 
亡 通路 通常 分 为 外 在 途径 和 内 在 途径 的 细胞 凋 亡 。 外 在 细胞 凋 亡 途 径 的 激活 是 通过 将 配 体 绑 
定 在 死亡 结构 域 上 ， 例 如 TNF-o 超 家 族 及 其 受 体 ， 从 而 激活 半 胱 蛋白 酶 8 (caspase 8) 和 半 
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胱 蛋白 酶 10 (caspase 10)， 通 过 启动 caspase 3 JA Zjem AAT, A ESA oR EMER A 
线粒体 凋 亡 。 首 先 ， 有 利于 线粒体 通 透 性 的 氧化 应 激 诱导 线粒体 功能 障碍 器 。 线 粒 体 功 能 

障碍 在 凋 亡 信号 通路 中 发 挥 着 重要 作用 ， 伴 随 着 凋 亡 信号 通路 ROS 的 增强 ， 导 致 脂 质 过 氧 
化 物 的 积累 和 细胞 色素 C 释放 到 细胞 质 中 中 ]。 然 后 ， 通 过 各 种 细胞 应 激 反应 激活 半 胱 氨 酸 
蛋白酶 (caspase 9)， 线 粒 体 细胞 凋 亡 途 径 被 激活 。 最 后 ， 活 化 的 caspase 9 通过 激活 启动 
肝 细 胞 凋 亡 和 纤维 化 ， 切 制 和 激活 caspase 3[0。 本 研究 中 ， 因 只 有 1 个 样本 存在 明显 的 调 

亡 信 号 ,2 组 大 口 黑 鲈 脂肪 肝 样 本 发 生 几 率 一 致 ， 且 尚未 观察 到 大 量 的 凋 亡 细 胞 ， 这 可 能 是 
2 组 间 在 炎症 和 凋 亡 通路 相关 基因 表达 方面 没有 显著 差异 的 主要 原因 ,YH5 组 肝脏 中 7TGF-p1 
的 相对 表达 量 较 对 照 组 有 下 调 的 趋势 ， 可 能 是 该 组 未 见 纤维 化 样本 的 原因 之 一 。 

4 结 论 

在 大 口 黑 鲈 饲料 中 添加 5 g/kg 的 酵母 水 解 物 可 促进 大 口 黑 鲈鱼 体 蛋 白质 沉积 ,并 有 降低 
肝 细 胞 纤维 化 风险 的 趋势 。 
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白 酶 -3 染色 。 大 口 黑 鲈 肝脏 组 织 纤维 化 和 大 范围 信号 凋 亡 〈 表 型 1， 图 1B 中 用 绿 


色 箭 头 标 记 和 图 1C 中 用 黄色 箭头 标记 ) ， 肝 脂肪 浸润 〈 表 型 IT， 图 1A 中 用 红色 箭头 标记 的 强烈 空 泡 化 ) 和 正常 组 织 〈《 表 型 III) o D: YH0 和 YHS 组 大 口 黑 外 肝脏 组 织 TGF-B1、 
o-SMA 和 TNF-a 相 对 表达 量 分 析 (n=14) > E: YHO 和 YH5 组 大 口 黑 鳞 肝脏 组 织 caspase 家 族 相 对 表达 量 分 析 Cn=14) 。 

Fig 1.Hematoxylin and eosin (H & E) staining (A), Sinus red staming of collagen fibers (B) and cleaved-caspase 3 staining (apoptosis signal) by immunofluorescence method(C).liver 
tissue of largemouth bass for hepatic fibrosis and large scale apoptosis signals (phenotype I, marked with green arrows in Fig. 1B and yellow color signal in Fig.1C), hepatic steatosis 
(phenotype II, intense vacuoles marked with red arrows in Fig. 1A) and normal tissues (phenotype III). The hepatic mRNA levels of TGF-B1,a-SMA and TNF-aof largemouth bass in 
YHO and YHS groups (D)(n=14). The hepatic mRNA levels of caspase family genes of largemouth bass in YHO and YHS groups (E)(n=14). 
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Effects of Yeast Hydrolysate on Growth Performance, Plasma Biochemical Indexes and Hepatic 
Tissue Health of Largemouth Bass (Micropterus salmoides) 
SHI Bo! YU Huanhuan! LIANG Xiaofang! CHEN Pei! CHEN Xuesong* LU Cunren4 
ZHENG Yinhua! WU Xiufeng! LIANG Xuefang3 XUE Min!" 
(1. National Aquafeed Safety Assessment Station, Feed Research Institute, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100081, China; 2. Key Laboratory of Feed Biotechnology of 
Ministry of Agriculture, Feed Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100081, China; 3. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, 
China; 4. Zhuhai Tianxiangyuan Biotech Holding Co., Ltd., Zhuhai 519000, China) 

Abstract: A 10-week growth trial was conducted to evaluate the effects of yeast hydrolysate on 
growth performance, plasma biochemical indexes and hepatic tissue health of largemouth bass 
(Micropterus salmoides). A total of 160 largemouth bass with the initial body weight of 
(28.50+0.01) g were randomly divided into two groups, and largemouth bass in the two group 
were fed diets supplemented with 0 (YHO group, as control group) and 5 g/kg (YHS group) yeast 
hydrolysate based on a basal diet. Each group had 4 replicates with 20 largemouth bass in each 
replicate. The results showed that supplementation of 5 g/kg yeast hydrolysate can significantly 
increase the protein deposition rate (P<0.05), but had no significant difference on the other growth 
performance indices (P>0.05). The plasma alkaline phosphatase (AKP) activity in YH5 group was 
significantly higher than that in YHO group (P<0.05), while no significant difference was found in 
other plasma biochemical indexes among two groups (P>0.05). Analysis of liver inflammatory 
and apoptosis factor gene relative expression levels of largemouth bass showed that the relative 
expression level of liver transforming growth factor-B1 (7GF-£1) gene in YH5 group had a 
down-regulated trend (P>0.05), and the relative expression levels of liver a-smooth muscle actin 
(a-SMA), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and caspase family genes had no significant differences 
compared with YHO group (P>0.05). Fatty infiltration and fibrosis phenotype in liver tissues were 
observed YHO group, and more activated caspase3 signals were observed in liver tissues with 
fibrosis symptom, which showed the apoptosis degree in fibrosis liver was much higher than that 
in fatty liver or normal liver tissues. There were no hepatic fibrosis phenotype observed in YH5 
group. Accordingly, diet supplemented with 5 g/kg yeast hydrolysate can promote the protein 
deposition and reduce the risk of hepatic fibrosis for largemouth bass. 
Key words: largemouth bass (Micropterus salmoides); yeast hydrolysate; growth; hepatosis; 
apoptosis 
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